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序論 
神経変性疾患は、『原因不明で、多くは成人以降に徐々に発症、進行し、病
理学的には中枢神経系の特定の神経細胞の変性脱落を生じる遺伝性または非遺
伝性の疾患である』と定義されている。神経変性疾患に分類される代表的な疾
患には、アルツハイマー病やパーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic 
lateral sclerosis; ALS) などがあげられる。例えば、アルツハイマー病は、アミロ
イド β が脳全体に蓄積することで進行的に脳神経細胞が変性・脱落し、記憶障
害、言語障害、行動障害などを引き起こす疾患である (1) 。また、パーキンソ
ン病は、αシヌクレインが蓄積することで中脳黒質のドパミン神経細胞が進行的
に変性・脱落し、振戦 (ふるえ) 、動作緩慢、筋強剛 (筋固縮) 、姿勢保持障害 (転
びやすいこと) を引き起こす疾患である (2) 。そして、ALS は、superoxide 
dismutase 1、transactivation response DNA-binding protein 43 や fused in sarcomaな
どのタンパク質の蓄積により上位および下位の運動神経細胞が進行的に変性・
脱落し、筋萎縮と筋力低下により上肢の機能障害、歩行障害、構音障害、嚥下
障害、呼吸障害などが生ずる疾患である (3) 。これらの疾患では、特定のタン
パク質が凝集・蓄積することによって神経毒性をきたし、病変を引き起こす。
その機序の一部に遺伝子異常が考えられているが、詳細は不明である。そのた
め、有効な治療法および有効な治療薬の開発が急務とされている。この点から
注目を集めているのが神経栄養因子である。 
神経栄養因子は、神経細胞上に存在する特異的な受容体を介し神経細胞に作
用し、神経突起の伸展促進、生存維持、分化誘導などの作用をもつタンパク質
である (4, 5) 。神経細胞の長期生存を可能にし、神経突起の伸長や成熟神経細
胞への分化を誘導する物質として、1950 年代に初めて nerve growth factor (NGF)
が発見された (6, 7) 。その後、神経栄養因子の研究は大きく発展し、多数の神
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経栄養因子が学術論文で取り扱われるようになった。その代表的なものを Table 
1に示す。 
Table 1神経栄養因子の種類 
 
 
岐阜薬科大学紀要 vol. 45: 神経栄養因子の機能と神経疾患（古川昭栄著）並びに、 
滋賀医科大学ホームページ－神経栄養因子(www.shiga-med.ac.jp/~koyama/analgesia/subs-neurotrophin.html) 
を改変引用 
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神経変性疾患ではこれらの神経栄養因子の欠乏がみられることから、神経栄養
因子の補充は、変性・脱落していく神経を保護することが考えられる。さらに、
神経栄養因子は、神経細胞死を抑制するだけでなく、神経ネットワーク再建に
関与することが示唆されている。著者は、多くの神経栄養因子の中から
glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B (GPNMB) に着目した。 
 GPNMBは 560または 572個のアミノ酸から成る一回膜貫通型糖タンパク質で 
あり、細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞内ドメインの 3つのドメイ
ンから構成されている。細胞外ドメインにはシグナル配列(signal sequence; SS)
およびインテグリン結合モチーフである RGD (アルギニン－グリシン－アスパ
ラギン酸) モチーフや PKDドメインが存在する (Fig. 1) 。RGDモチーフはイン
テグリンに結合する他に、内皮細胞と接着する (8-10) 。また、PKDドメインは
未だ詳細な機能は不明ではあるが、GPNMBと様々なタンパク質との相互作用を
媒介する部分であり、特にコラーゲンとの相互作用に重要である (11, 12) 。 
 
  (Kuan, C. T.,et al. Clinical cancer research : an official journal of the American Association  
for Cancer Research 12, 1970-1982, 2006.) 
 
Fig. 1 GPNMB の模式図 
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一回膜貫通型タンパク質の多くは、a disintegrin and metalloproteinase 
domain-containing protein 10 (ADAM10) や γ-secretaseなどによって細胞外ドメイ
ンが切断されるが、 GPNMBも同様に ADAM10 により切断され細胞外断片が分
泌される (13)(Fig. 2) 。分泌された GPNMB 細胞外断片はリン酸化 extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) や matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) の発現を増加
させ内皮細胞遊走を促進させる (14) 。 
 
 
 
  
Fig. 2 GPNMB の切断部位 
(Rose, A. A., et al., PloS one 5, e12093,2010) 
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GPNMBは腫瘍の増殖調節因子として低転移性の黒色腫細胞で発現している
ことが 1995年に初めて発見された (15) 。ヒト GPNMBのマウスおよびラット
のオルソログとして、それぞれ dendritic cell-heparin integrin ligand (DC-HIL) およ
び osteoactivin が挙げられる。ヒト GPNMB と DC-HILの相同性は 71% (8) 、
osteoactivin との相同性は 70 % (16) である。ヒト GPNMB遺伝子は、ヒト遺伝性
疾患である嚢胞状黄班変性症に関連のある遺伝子座である染色体 7q15に存在す
る。さらに、GPNMB の mRNAが網膜や虹彩色素上皮で高発現していることか
ら、優性遺伝性嚢胞状黄班変性症の病態関連遺伝子であることが示唆されてい
る (17) 。 
GPNMBは上記の他にも、乳がん (18) 、大腸がん (19) 、肝細胞がん (20) 、
皮膚黒色腫 (9) などの諸種がんの病態における浸潤や転移に重要な役割を果た
している。その他、GPNMBは正常細胞においても様々な機能を有している。
GPNMB細胞外断片は、T細胞上に発現するsyndecan-4と結合することによりT細
胞の活性化を抑制する (21-23) 。また、破骨化細胞と骨芽細胞の分化を促進す
る (24, 25) 。さらに、岐阜薬科大学薬効解析学研究室 (以下、薬効解析学研究
室) の検討より、マウスALSモデルの脊髄を用いてDNAマイクロアレイ法により
網羅的な遺伝子解析を行ったところ、GPNMBが高発現していることが明らかと
なった。さらに、GPNMBはALS患者の脳脊髄液、血清および脊髄で高発現して
おり、GPNMB細胞外断片が神経保護作用を示し、ALSに対し保護的に働くこと
を見出している (26) 。しかしながら、GPNMBの神経細胞保護作用における詳
細な分子機構は明らかになっていない。 
本研究では、まず第1章で、GPNMBの神経細胞保護作用の機序を明らかにす
ることを目的に、GPNMB細胞外断片の結合部位の探索を行った。次に第2章で
は、これまでの報告により、GPNMBはがん細胞の増殖や遊走、浸潤に関与して
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いることから、中枢神経のがんの検討がほとんどされていない神経膠腫 (グリオ
ーマ) におけるGPNMBの分子機構の解明を試みた。 
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第 1 章 GPNMB 細胞外断片の結合部位の探索 
 
第 1節 緒言 
GPNMBは一回膜貫通型タンパク質であり、別名 DC-HIL、hematopoietic growth 
factor inducible neurokinin-1 typeおよびosteoactivinとして知られている (27-29) 。
GPNMBは細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞内ドメインの三つのドメ
インから構成されている (30) 。細胞外ドメインには RGD (アルギニン-グリシ
ン-アスパラギン酸) モチーフがあり、GPNMBの細胞接着性を制御する (8, 9) 。
また、PKDドメインはタンパク質との相互作用に重要である (11, 12) 。 
 一回膜貫通型タンパク質の代表的なものとして、heparin-binding EGF-like 
growth factor (HB-EGF) や Notch受容体がある (31, 32) 。pro-HB-EGFや Notch
受容体はADAMsや γ-secretaseにより細胞外断片と細胞内断片に切断されて活性
化されるが (31, 32) 、GPNMBもまた ADAM10 により切断され細胞外断片が分
泌される (13) 。分泌された GPNMB細胞外断片は、リン酸化 ERKやMMP-3
の発現を増加させ内皮細胞遊走を促進させる (14) 。さらに、GPNMB細胞外断
片は、phosphoinositide-3-kinase (PI3K) /Akt 経路や mitogen-activated protein kinase 
/ERK kinase (MEK) /ERK経路の活性化を介して、in vitro ALS モデルに対して神
経細胞保護作用を示す (26) 。これより、GPNMB細胞外断片は、神経細胞の細
胞膜上に存在する何らかの受容体に結合することで、PI3K/Akt 経路やMEK/ERK
経路を活性化している可能性が考えられる。しかしながら、GPNMB細胞外断片
の受容体は明らかにされておらず、GPNMB細胞外断片による神経細胞保護作用
の分子機構は不明なままである。 
 そこで、本章では、GPNMBの神経細胞保護作用の分子機構を明らかにするこ
とを目的に、GPNMB 細胞外断片の結合部位の探索を行った。  
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第 2節 実験材料および方法 
 
2-1 実験材料 
 Ethanol、methanol、paraformaldehyde、scrocse、potassium chloride、polyacrylamide 
gel (SuperSep
TM
)、6-amino hexanoic acid、ImmunoStar LD はWako (Osaka, Japan)、
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)、xylene、sodium hydrogenphosphate 
12-water、sodium hydrogenphosphate dehydrateory、Blocking One-P および
pentobarbital sodium は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、fetal bovine serum (FBS)は
Valeant (Costa Mesa, CA, USA)、penicillin および streptomycinはMeiji Seika (Tokyo, 
Japan)、sodium chloride は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、O.C.T compound は
Sakura Finetechnical (Tokyo, Japan)、Can Get signal 1,2 は Toyobo (Osaka, Japan)、
M.O.M immunodetection kit は Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)、ouabain
は Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA)、polyvinylidene difluoride membrane 
(PVDF) はMerck KGaA (Darmstadt, Germany)、mouse anti- Na+/K+-ATPase (NKA) 
α1 antibody, mouse anti- NKA α3 antibodyおよび normal mouse IgG は Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)、Lipofectamine 2000、Lipofectamine 
RNAiMAX、Classic IP Kit、Vectastain elite Avidin Biotinylated Enzyme complex 
(ABC) kit、horseradish peroxidase (HRP)-conjugated rabbit anti-goat antibody、HRP 
conjugated rabbit anti-mouse antibody、Alexa 488-conjugate rabbit anti-goat IgG、Alexa 
546-conjugate rabbit anti-mouse IgG、ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
Opti-MEM、Nu-PAGE® Bis-Tris gel 4-12% および Hoechst 33342 は Thermo Fisher 
Scientific (Waltham, MA, USA)、mouse (NKA) α1 specific RNAi oligo あるいは
negative-control RNAi oligo は NIPPON GENE (Tokyo, Japan)、Recombinant Human 
Osteoactivin/GPNMB Fc Chimera (リコンビナント GPNMBタンパク質)、 normal 
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human IgGおよび goat anti-mouse GPNMB polyclonal antibodyは R&D Systems 
(Minneapolis, MN, USA)、Tween 20 Solution、Triton X-100および Tris は Bio-Rad 
Laboratories (Hercules, CA, USA)、DMEM high glucose、Igepal CA-630、trypsin、
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)、sanguinarine は Tocris Biosciecnce (Bristol, 
UK)から購入した。 
 
2-2実験方法 
2-2-1 リガンド・受容体探索試験 
 GPNMB細胞外断片の結合部位を同定するために、Protosera社（Amagasaki, 
Japan）のMPL/BLOTCHIP-MS 技術を用いて細胞膜および細胞小器官膜上に存在
するすべての膜上タンパク質に対して網羅的な結合部位探索試験を行った (33, 
34) 。マウスの全脳から抽出した膜画分内にあるすべての膜上タンパク質を人工
リポソームのリン脂質二重層に再構成させ、リガンド結合能を保持した膜タン
パク質ライブラリー（Membrane Protein Library; MPL）を調製した。調製した
MPLは使用直前までディープフリーザーにて凍結保存した。GPNMB細胞外断
片を N-hydroxysuccinimide-activated sepharose 4 fast flow (S4F) 担体に固定し、空
カラムに流し入れ、カラムに GPNMB-S4Fを固定した。同様の方法で、control-S4F
も調製した。その後、GPNMB-S4F と control-S4FにMPLを加え、GPNMB-S4F あ
るいは control-S4Fと結合させたのち、余分な MPLは洗い流した。その後、
GPNMB-S4F あるいは control-S4Fと結合している標的受容体やタンパク質が抽
出された。抽出液 10 Lを Nu-PAGE® Bis-Tris gel 4-12% (Thermo Fisher Scientific) 
を用いて所定時間電気泳動した。泳動終了後、タンク式ブロッティング装置に
て転写を行った。転写バッファーは 192 mM glicine、20% methanol とし、400mA
定電流にて 90分転写を行った。1×ブロックエース (大日本住友製薬) にてメン
10 
 
ブレンのブロッキングを行った後、洗浄用緩衝液 (150 mM NaCl、0.05% Tween 20、
20 mM Tris-Cl, pH 8.0) にて洗浄を行った。1/5000 希釈した検出用抗体 goat 
anti-mouse IgG (Fc), peroxidase conjugated (Thermo Scientific)とゆっくり攪拌しな
がら 4°C で一晩反応させた。翌日、メンブレンの洗浄を行った後、1 Component 
TMB Membrane Peroxidase Substrate (KPL) にて検出を行った。反応後、メンブレ
ンを乾燥させ、ハイブリバッグに密閉し暗所で保存した。その後、matrix assisted 
laser desorption/ionization-time of flight-mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) ある
いは liquid chromatography-transform-mass spectrometry (LC-FT-MS)を用いて標的
受容体およびタンパク質を解析した。 
 
2-2-2 細胞培養 
マウス由来運動神経様細胞株 (NSC-34) は Cellutions (Tront, ON, Canada)より
購入した。NSC-34細胞は 10% FBS、100 U/ml penicillin および 100 μg/ml 
streptomycin を添加した DMEM high glucose を用い 37°C、5% CO2中にて培養し
た。また、3-4日毎に trypsin 処置による継代を行った。また、マウス由来視細胞
株 (661W) はMuayyad Al-Ubaidi 博士 (University of Houston, Department of 
Biomedical Engineering) より恵与されたものを使用した。661W 細胞は 10% FBS、
100 U/ml penicillinおよび100 μg/ml streptomycinを添加したDMEMを用い37°C、
5% CO2中にて培養した。また、2日毎に trypsin 処置による継代を行った。 
 
2-2-3 遺伝子導入 
 NSC-34細胞は抗生物質不含有培地を用いて、96wellプレートに 7,000細胞/well
で播種し、37°C、5% CO2中にて一晩培養した。その後、各 well に 50 μl6の
Opti-MEM、0.2 μgの Mockまたは superoxide dismutase 1 (SOD1) G93A発現プラス
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ミドおよび 0.5 μl の Lipofectamine 2000 Reagent を混合・添加し、遺伝子導入を行
った。用いたプラスミドは名古屋大学大学院医学系研究科 神経変性・認知症制
御研究部特任教授 祖父江元博士より恵与されたものを使用した。遺伝子導入 6
時間後に抗生物質含有培地に交換した後、遺伝子導入 48時間後に試験に使用し
た。 
 
2-2-4 RNA干渉 
 NSC-34細胞は抗生物質不含有培地を用いて、96wellプレートに 7000細胞/well
で、24 well プレートに 3.5×104細胞/well で播種し、37°C、5% CO2中にて一晩培
養した。その後、Lipofectamine RNAiMAXおよび 100 nMのmouse NKA α1 specific 
RNAi oligo あるいは negative-control RNAi oligo の混合溶液を作製した後。本章
2-2-3の方法に準じて NSC-34細胞への siRNA導入を行った。用いた mouse NKA 
α1 siRNAの配列は以下のとおりである。 
5’-CCAGUAACAUUCCGGAAAUdTdT-3’(センス鎖) 
5’-AUUUCCGGAAUGUUACUGGdTdT-3’(アンチセンス鎖) 
遺伝子導入 6時間後に抗生物質含有培地に交換し、遺伝子導入 48時間後に試験
に使用した。 
 
2-2-5 免疫沈降法 
本試験は Classic IP Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて行った。NSC-34細胞
を 6 well プレートに 1.4×105細胞/well で播種した。また、661W 細胞を 6 well プ
レートに 2×105細胞/well で播種した。NSC-34細胞および 661W 細胞は PBS ある
いはリコンビナント GPNMBタンパク質 (2.5 μg/ml) で 1時間反応させた。その
後、PBS で 1回洗浄した後、氷冷 IP Lysis/ Wash Buffer を添加し 5 分間氷上で静
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置した。細胞溶解液を微小遠心管に移し、13,000×g、4°C で 10分間遠心分離し
た後、上清を新しい微小遠心管に回収し、これをタンパク質抽出液とした。BCA
法によりタンパク質濃度を均一にしたタンパク質抽出液に対し、mouse anti- 
NKA α1 antibody、mouse anti-NKA α3 antibodyおよび normal mouse IgG を 2 μg
添加し、IP Lysis / Wash buffer で全溶液量を 300 μl に調整した後、4℃で一晩反応
させた。 Protein A/G Plus Agarose 20 μl を spin column に移し、1000×g、4°C で 1
分間遠心分離し、氷冷 IP Lysis / Wash buffer で 2回洗浄した。この spin column
に抗体・タンパク質抽出液を加え、4°Cで 1時間転倒混和した。その後、spin column
を 1000×g、4°Cで 1分間遠心分離し、氷冷 IP Lysis / Wash bufferで 4回洗浄した。
Spin column に sample buffer (0.25 MTris-HCl, 0.02w/v% BPB, 8w/v% SDS, 40 w/v% 
glycerol, 20% 2-mercaptoethanol; Wako, Osaka, Japan) 30 μl を添加し、100°C、5分
間煮沸し抽出したサンプルは、電気泳動まで－80°C のディープフリーザーにて
保存した。調整したサンプルを、5-20%の Polyacrylamide gel (SuperSepTM)を用い
て、各 well あたり 10 μl のサンプルを添加した。サンプルを添加後、40 mAで
75分間泳動した。電気泳動後、ゲルを cathode buffer (25 mM Tris, 40 mM 6-amino 
hexanoic acid, 20% methanol) に 10分間浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M 
Tris, 20% methanol)に浸したろ紙、anode buffer 2 (25 mM Tris, 20% methanol)に浸
したろ紙、methanol に 30秒間浸し、milliQに 15分間浸した PVDF 膜(Immobilom; 
Millipore)、ゲル、cathode buffer に浸したろ紙の順に重ね、0.8 mA/cm2の条件で
45分間転写した。転写後、PVDF膜を Blocking One-P によってブロッキングし
た後、Can Get Signal 1 で希釈した goat-anti GPNMB polyclonal antibody (1: 1000)、
mouse anti- NKA α1 antibody (1: 500)または mouse anti-NKA α3 antibody (1: 500)と
4°Cで一晩反応させた。その後、PVDF膜を TBS-T(0.05% Tween 含有 Tris buffered 
saline)で洗浄後、Can Get Signal 2 で希釈した HRP-conjugated anti-mouse antibody 
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(1:2000)と 1時間室温にて反応させた。ImmunoStar LDに浸し 20秒間振盪した後、
Luminescent image analyzer LAS-4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan)で撮影した。 
 
2-2-6 免疫染色法  
NSC-34 細胞を Lab-Tek II Chamber slide (Thermo Fisher Scientific) に 3.5×104細
胞/well で抗生物質不含有培地を用いて播種し、37°C、5% CO2中にて一晩培養し
た。その後、PBS で 1回洗浄し、4% paraformaldehyde (PFA)で 15分間固定した。
PBS-Tで洗浄後 3% normal goat serum含有 PBS-T で 1 時間ブロッキングを行い、
その後、goat anti-GPNMB antibody (1:500)、 mouse anti-NKA α1 antibody、mouse 
anti-NKA α3 antibody (1: 200)あるいは anti-human IgG antibody (1:500)を 4°C で一
晩反応させる。その後、二次抗体にて室温で 1時間反応させた。二次抗体は Alexa 
488-conjugate rabbit anti-goat IgG、Alexa 546-conjugate rabbit anti-mouse IgG および 
Alexa 488-conjugate goat anti-human IgG を用いた。また、本章 2-2-4の方法で RNA
干渉を行い、同様の方法で免疫染色を行った。 
 
2-2-7 細胞膜電位解析 
NSC-34 細胞は 96well プレートに 7000 細胞/well で播種し、37°C、5% CO2中
にて一晩培養した。各 well に 5 μM の HLB021-152 (AnaSpec, Fremont, CA, USA) 
含有のTyrodes solution (132 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM 
glucose, 5 mM HEPES, pH 7.4) に交換し、1 時間後、リコンビナント GPNMBタ
ンパク質または ouabain を添加し、マイクロプレートリーダーにて 1時間経時的
に吸光度を測定した (35)。 
 
2-2-8 細胞死評価 
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 本章 2-2-3の方法で遺伝子導入を行った後、血清除去後にリコンビナント
GPNMBタンパク質または Na+/K+-ATPase阻害薬 (ouabainまたは sanguinarine) を
添加し、24時間後、Hoechst33342 および Propidium Iodide (PI) を添加し各染色を
行い、Olympus IX70 inverted epifluorescence microscope (Olympus) で撮影した。
また、本章 2-2-8 の方法で遺伝子導入と 2-2-4の方法で RNA干渉を同時に行っ
たあと、血清除去しリコンビナント GPNMB タンパク質を添加し 24時間後、
Hoechst33342 および PIを添加し各染色を行い、同様に Olympus IX70 inverted 
epifluorescence microscope (Olympus)で撮影した。撮影した画像は Image-J 
(National Institutes of Health, Bethesda, USA) を用いてカウントし、死細胞率 (%) 
= (PI陽性細胞数；死細胞数) ×100 / (Hoechst33342 陽性細胞数；全細胞数) により
死細胞率を算出した (36) 。 
  
2-2-9 ウエスタンブロッティング解析 
 NSC-34 細胞を 24well プレートに 3.5×104細胞/well で播種し、37°C、5% CO2
中にて一晩培養した。全 well を 1% FBS 含有培地に交換し、リコンビナント
GPNMBタンパク質および ouabain を添加後、経時的にサンプリングをした。ま
た、本章 2-2-4の方法で RNA干渉を行い Na+/K+-ATPase α1 の発現を抑制させた
後、リコンビナント GPNMBタンパク質を添加し、経時的にサンプリングをし
た。BCA法によりサンプルのタンパク質濃度を均一にした。調整したサンプル
を、5-20%の Polyacrylamide gel (SuperSepTM)を用いて、各 well あたり 10 μl のサ
ンプルを添加した。電気泳動および転写は本章 2-2-5と同様の方法で行った。転
写後、PVDF膜を Bloking One-P によってブロッキングした後、Can Get Signal 1
で希釈した rabbit anti-phospho-Akt (Ser473, 1: 1000)、rabbit anti-Akt (1: 1000) 、 
rabbit anti-phospho-ERK 1/2 (1: 1000) 、 rabbit anti-ERK 1/2 (1: 1000) 、 rabbit 
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anti-phospho-Src (Tyr416, 1: 500) 、 rabbit anti-Src (1: 500, Cell Signaling, Beverly, 
MA, USA) またはmouse anti- Na+/K+-ATPase α1 antibody (1: 500) と 4°Cで一晩反
応させた。その後、PVDF膜を TBS-T(0.05% Tween 含有 tris buffered saline)で洗
浄後、Can Get Signal 2 で希釈した HRP-conjugated anti-mouse antibody (1:2000) 、
HRP-conjugated anti-rabbit antibody (1:2000) と 1時間室温にて反応させた。
ImmunoStar LD に浸し 20秒間振盪した後、Luminescent image analyzer LAS-4000 
UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) で撮影した。 
 
2-2-10 統計学的解析 
 実験成績は平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は JSTAT for windows 
(Vector, Tokyo, Japan) を用いて Dunnett’s test、二元配置分散分析 (two-way 
repeated measures analysis of variance) または Student’s t-test により行った。危険
率 5% 未満を有意差有りとした。 
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第 3節 実験成績 
 
3-1 GPNMB細胞外断片の結合部位の探索 
GPNMB細胞外断片の結合部位を明らかにするために、本章 2-2-1 で示した通
りProtosera社のMPL/BLOTCHIP-MS技術を用いて細胞膜および細胞小器官膜上
に存在するすべての膜上タンパク質に対して網羅的な探索試験を行った (33, 
34) 。その結果、GPNMB細胞外断片は 35、60および 120 kDa付近の膜上受容
体あるいは膜上タンパク質と結合した (Fig. 3) 。そこで、MALDI-TOF-MS ある
いは LC-FT-MS により標的受容体およびタンパク質を解析した結果、
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットおよび voltage-dependent anion channel 1 (VDAC1) 
が GPNMB細胞外断片の結合タンパク質であることが明らかとなった (Table 
2) 。 
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットは、すべての哺乳類の細胞膜上に発現する 
(37) 。一方、VDAC1 は、主にミトコンドリア膜上に発現する (38) 。GPNMB
細胞外断片は、高分子タンパク質であることから、細胞胞膜上に存在する何ら
かの受容体あるいはタンパク質と結合することで、GPNMB細胞外断片の新規受
容体として働き、運動神経保護作用を示すと考えられる。そこで、ミトコンド
リア膜上に存在する VDAC1 ではなく、細胞膜上に存在する Na+/K+-ATPase αサ
ブユニットに着目し、検討を進めた。 
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Fig. 3 Identification of binding partners for the GPNMB extracellular fragment.  
To identify novel interacting proteins of GPNMB, we conducted a comprehensive search using 
Membrane Protein Library (MPL) /BLOTCHIP-MS technology. MPL enables users to extract all 
cellular membrane proteins and reconstitute them in artificial lipid bilayers composed of 
phospholipid liposomes to protein function. By differential analysis of SDS-PAGE electrophoresis 
profile the MPLs, three bands were detected at about 35, 60, and 120 kDa and were considered 
possible receptors. 
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Table 2 Interacting proteins of GPNMB extracellular fragment. 
MALDI-TOF-MS Assay 
Gel No. 
Accession 
No. 
MASDOT 
SCORE 
Protein Name Mass 
  No. ① gil112363107 58.9  Neurofilament medium polypeputide  95,998 
 
No. ② DASA_MOUSE   229        Succinate dehydrogenase flavoprotein   73,623 
                                     subunit, mitochondrial precursor 
 
 No. ③ VDAC_MOUSE  36 Voltage-dependent anion-selective 32,502 
                       channel protein 1 
 
LC-FT-MS Assay 
Gel No. 
Accession 
No. 
MASDOT 
SCORE 
Protein Name Mass 
          AT1A3_MOUSE   4196          Na
+
,K
+
-ATPase sabunit alpha-3     111,620 
          AT2A1_MOUSE   2855       Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum    109,355 
 No. ①                                       calcium ATPase1 
          AT1A1_MOUSE   2478          Na
+
,K
+
-ATPase sabunit alpha-1     112,910 
 
          DASA_MOUSE   5933  Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit,  72,539 
                                            mitochondrial precursor 
 No. ②  CMC1_MOUSE    2458   Calcium-binding mitochondrial carrier      74,523 
                                             protein Aralar1 
          VATA_MOUSE    638    V-type proton ATPase catalytic subunit A   68,283 
 
     VDAC1_MOUSE  2069   Voltage-dependent anion-selective        32,331 
                                 channel protein 1 
  No. ③  VDAC2_MOUSE   922    Voltage-dependent anion-selective         31,713 
                                 channel protein 2 
          VDAC_MOUSE    799     Guanine nucleotide-binding protein        35,055 
                                           subunit beta-2-like 1 
No.①、②および③は、それぞれ Fig. 3 で示された GPNMB 細胞外断片と結合した 
35、60および 120kDa付近のタンパク質の分析結果を示す。 
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3-2 内因性 GPNMB 細胞外断片と Na+/K+-ATPase αサブユニットの結合 
内因性のGPNMB細胞外断片はNa+/K+-ATPase αサブユニットと結合するか否
かについて、免疫沈降法および免疫染色法により検討した。マウス由来運動神
経様細胞株である NSC-34細胞から調製したライセートに対して抗
Na
+
/K
+
-ATPase α1 抗体または抗 Na+/K+-ATPase α3 抗体を用いて免疫沈降反応を
行い、電気泳動後に抗 GPNMB抗体で検出した結果、約 90 kDa付近に特異的な
バンドが認められた (Fig. 4A) 。免疫沈降反応の結果で示された約 90kDa付近に
みられた特異的なバンドは、GPNMB細胞外断片であった。また、約 110 kDa付
近にみられたバンドは糖鎖修飾を受けた GPNMBであった。 
また、NSC-34 細胞を用いた免疫染色法の結果、GPNMBは Na+/K+-ATPase α1
および Na+/K+-ATPase α3 と共局在を示した (Fig. 4B) 。したがって、マウス由来
運動神経様細胞株(NSC-34)において、GPNMB細胞外断片は Na+/K+-ATPase αサ
ブユニットと結合することが明らかとなった。さらに、他の細胞株においても
GPNMB細胞外断片が Na+/K+-ATPase αサブユニットと結合するか否かを確認す
るために、マウス由来視細胞株 (661W) を用いて免疫沈降法および免疫染色法
を行った。661W 細胞から調製したライセートに対して、抗 Na+/K+-ATPase α1
抗体または抗 Na+/K+-ATPase α3抗体を用いて免疫沈降反応を行い、電気泳動後
に抗 GPNMB抗体で検出した結果、661W 細胞においても同様に約 90 kDa付近
に特異的なバンドが認められた (Fig. 4C) 。また、免疫染色法の結果、GPNMB
は Na+/K+-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3 と共局在した (Fig.4D) 。したがっ
て、他の細胞株であるマウス由来視細胞株(661W)においても、GPNMB細胞外断
片は Na+/K+-ATPase α サブユニットと結合することが明らかになった。 
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Fig. 4 The endogenous GPNMB interacted and colocalized with the NKA α1 and α3 subunits in 
NSC-34 murine motor neuron cells and 661W murine photoreceptor cell 
 (A) An equal amount of cell lysate was subjected immunoprecipitation (IP) by anti-NKA α1 
antibody, anti-NKA α3 antibody, or normal mouse IgG (Normal IgG), and detected by western blot 
using anti-GPNMB antibody. (B) Co-immunostaining was conducted to localize NAK and GPNMB 
by anti-GPNMB antibody (red: a and d) and anti-NAK α1antibody (green: b), or anti-NAK α3 
antibody (green: e). (C) 661W cells were plated at 2 × 10
5 
cells/well in 6-well plates and incubated 
overnight. The cell lysate was subjected immunoprecipitation (IP) by anti-NKA α1 antibody, 
anti-NKA α3 antibody, or normal mouse IgG (Normal IgG), and detected by western blot using 
anti-GPNMB antibody. (D) 661W cells were seeded at 5 × 10
4 
cells/well in a Lab-Tek II Chamber 
slide (Thermo Fisher Scientific) and incubated overnight. Co-immunostaining in 661W cell was 
conducted to localize NAK and GPNMB by anti-GPNMB antibody (red: a and d) and anti-NAK 
α1antibody (green: b), or anti-NAK α3 antibody (green: e). IP: immunoprecipitation, WB: Western 
blotting. Scale bar = 5 μm. 
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3-3 外因性 GPNMB 細胞外断片と Na+/K+-ATPase αサブユニットとの結合 
外因性のGPNMB細胞外断片はNa+/K+-ATPase αサブユニットと結合するか否
かについて、免疫沈降法および免疫染色法により検討した。外因性の GPNMB
細胞外断片として、GPNMB細胞外断片にヒト IgGを付加したキメラ体のタンパ
ク質であるリコンビナント GPNMBタンパク質を用いた。リコンビナント
GPNMBタンパク質を NSC-34細胞に添加し反応させた後、抗 Na+/K+-ATPase α1
抗体あるいは抗 Na+/K+-ATPase α3抗体で免疫沈降反応を行い、電気泳動後に、
抗ヒト IgGで検出した。その結果、外因性の GPNMB細胞外断片は、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3と結合した (Fig. 5A) 。続いて、免疫
染色法により局在について検討した。リコンビナント GPNMBタンパク質は、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 と共局在を示した。さらに、siRNAにより Na+/K+-ATPase α1
の発現を抑制すると、リコンビナント GPNMBタンパク質の細胞膜上での局在
が減少し、リコンビナント GPNMBタンパク質と Na+/K+-ATPase α1 の共局在も
減少した (Fig. 5B) 。 
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Fig. 5 The exogenous GPNMB interacted and colocalized with the NKA α1 and α3 subunits in 
NSC-34 murine motor neuron cells.  
(A) NSC-34 cells were pretreated with human recombinant GPNMB and subjected to IP by 
anti-NAK α1 antibody, anti-NAK α3 antibody, or normal mouse IgG (Normal IgG), and detected by 
western blot with anti-human IgG antibody. (B) Co-immunostaining was conducted to localize of 
human recombinant GPNMB (green: a, b, and c) and NAK α1 (red: d, e, and f) in NSC-34 cells. The 
cells were pretreated with negative-control siRNA, and then treated with PBS (a, d, and g) or human 
recombinant GPNMB (b, e, and h). The cells were pretreated with NAK α1 siRNA, and then treated 
with the human recombinant GPNMB (c, f, and i). IP: immunoprecipitation, WB: Western blotting. 
Scale bar = 5 μm. 
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3-4 Na+/K+-ATPaseを介した細胞膜電位に対する GPNMB細胞外断片の作用 
GPNMB細胞外断片が Na+/K+-ATPase αサブユニットと結合したことから、
GPNMB細胞外断片がNa+/K+-ATPaseの活性に影響する可能性が考えられるため、
細胞膜電位変化について検討した。膜電位差測定用蛍光プローブ HLB021-152
を用いて GPNMB細胞外断片による膜電位変化を測定した。HLB021-152は膜電
位変化に応じて細胞内に取り込まれると、細胞内タンパク質や細胞膜に結合し
て蛍光度増強を起こす。リコンビナント GPNMBタンパク質を添加後、蛍光マ
イクロプレートリーダーを用いて蛍光強度変化を測定したところ、リコンビナ
ント GPNMBタンパク質 2.5 μg/ml は、最も細胞膜電位変化を増大させた (Fig. 
6A) 。さらに、リコンビナント GPNMBタンパク質による膜電位変化は、
Na
+
/K
+
-ATPase阻害薬の ouabainにより抑制された (Fig. 6B) 。以上より、GPNMB
細胞外断片は、Na+/K+-ATPaseを介して細胞膜電位を変化させることが明らかに
なった。 
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Fig. 6 The extracellular fragment of GPNMB changed the cellular membrane potential via 
Na
+
/K
+
-ATPase. NSC-34 cells were loaded with the membrane potential dye, HLB021-152. The 
fluorescence signal of HLB021-152 was measured using microplate reader before 5, 15, 30, and 60 
min after adding human recombinant GPNMB (F0) or ouabain (F). The ratio F/F0 was calculated. (A) 
NSC-34 cells were treated with the human recombinant GPNMB (0.025, 0.25, and 2.5 μg/ml). *P < 
0.05, **P < 0.01 (control group vs. GPNMB group, Dunnett’s test). Each column and bar represents 
the mean ± S.E.M. (n = 5). (B) NSC-34 cells were treated with human recombinant GPNMB (2.5 
μg/ml) or ouabain, a Na
+
/K
+
-ATPase inhibitor (10 μM). *P < 0.05, **P < 0.01 (control group vs. 
GPNMB group), 
##
P < 0.01 (GPNMB group vs. ouabain+GPNMB group, Tukey’s test). Each 
column and bar represents the mean ± S.E.M. (n = 5).  
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3-5 GPNMB細胞外断片の神経細胞保護作用に対する Na+/K+-ATPase阻害薬の
作用 
 GPNMB細胞外断片は、in vitro ALS モデルの一つである SOD1G93Aおよび血清
除去誘発運動神経細胞死に対して神経細胞保護作用を示す (26) 。この神経細胞
保護作用が Na+/K+-ATPaseを介しているか否かを検討するために、
Na
+
/K
+
-ATPase阻害薬である ouabain および sanguinarineを用いて運動神経細胞
死評価を行った。GPNMB細胞外断片は、過去の報告と同様に SOD1G93Aおよび
血清除去誘発運動神経細胞死に対し保護作用を示した。一方、GPNMB細胞外断
片による神経細胞保護作用は、ouabain および sanguinarineにより有意 (p<0.05
または 0.01) に抑制された (Fig. 7) 。以上、GPNMB細胞外断片の神経細胞保護
作用の一部には、Na+/K+-ATPaseが関与することが明らかになった。 
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Fig. 7 The neuroprotective effect of the GPNMB extracellular fragment against SOD1
G93A
 with 
serum free stress-induced cell death was blocked by NKA inhibitors. 
Cells were treated with vehicle or with human recombinant GPNMB (2.5 μg/ml), along with NAK 
inhibitors, (A) ouabain (10 μM) and (B) sanguinarine (0.3 μM), concomitantly with removing the 
serum. The number of cells displaying PI or Hoechst 33342 fluorescence was counted, and the cell 
death rate was expressed as the ratio of PI-positive cells to Hoechst 33342-positive cells. 
##
p < 0.01 
vs. control group (Student’s t-test). **p < 0.01 vs. Vehicle group, 
††
p < 0.01 vs. GPNMB group 
(Student’s t-test). Each column and bar represents the mean ± S.E.M. (n =4).  
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3-6 GPNMB細胞外断片の神経細胞保護作用に対する Na+/K+-ATPase α1 siRNA
の作用 
GPNMB細胞外断片の神経細胞保護作用におけるNa+/K+-ATPaseの関与につい
てより詳細に検討するために、Na+/K+-ATPase α1 siRNAを用いて NSC-34細胞の
細胞死評価を行った。本章 3-4と同様の方法で in vitro ALS モデルを作製し、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA を用いて Na+/K+-ATPase α1 の発現を抑制した際の
GPNMB細胞外断片の作用について検討した。使用した siRNAにより
Na
+
/K
+
-ATPase α1 の発現が十分に抑制されることを確認した (Fig. 8A) 。
Negative-control siRNA および Na+/K+-ATPase α1 siRNA では SOD1G93Aおよび血
清除去誘発細胞死が増悪しないことから、negative-control siRNA および
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA は細胞死に影響を及ぼさなかった。GPNMB細胞外断片
は、SOD1G93Aおよび血清除去誘発細胞死に対し保護作用を示した。この神経細
胞保護作用に対して、negative-control siRNAは影響を及ぼさなかった。しかし、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA を用いて Na+/K+-ATPase α1 の発現を抑制したところ、
GPNMB細胞外断片による神経細胞保護作用は有意 (p < 0.01) に抑制された 
(Fig. 8B) 。 
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Fig. 8 The neuroprotective effect of GPNMB extracellular fragment against SOD1
G93A
 with serum 
free-induced cell death was inhibited by NKA α1 siRNA. (A) Cells were transfected with the empty 
vector (mock) as a control or with human mutant SOD1
G93A
 cDNAs and mouse NKA α1 siRNA or 
negative-control siRNA. Western blotting was used to confirm that NKA α1 levels were knocked 
down. *p < 0.05 vs. negative-control group (Student’s t-test). Each column and bar represents the 
mean ± S.E.M. (n = 6). (B) Cells were treated with vehicle or with human recombinant GPNMB (2.5 
μg/ml) concomitantly with removing the serum. The number of cells displaying PI or Hoechst 33342 
fluorescence was counted, and the cell death rate was expressed as the ratio of PI-positive cells to 
Hoechst 33342-positive cells. 
##
p < 0.01 vs. control group (Student’s t-test). **p < 0.01 vs. vehicle 
group, 
††
p < 0.01 vs GPNMB treated group (Tukey’s test). Each column and bar represents the mean 
± S.E.M. (n = 4). 
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3-7 GPNMB細胞外断片による細胞内シグナル活性化作用に対する
Na
+
/K
+
-ATPaseの関与 
GPNMB細胞外断片は PI3K/Akt および MEK/ERK 経路の活性化を促進するが
(26) 、この作用が Na+/K+-ATPase αサブユニットを介しているか否かを検討する
ために、Na+/K+-ATPase阻害薬である ouabain および sanguinarine を用いて検討
した。GPNMB細胞外断片による p-Akt および p-ERK 1/2 の発現上昇が ouabain
および sanguinarineにより有意 (p < 0.05または 0.01) に抑制された (Fig. 9A,B) 。
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介した PI3K/AktおよびMEK/ERK経路の活性化
に関与する因子として Srcのリン酸化が挙げられるが (39) 、GPNMB細胞外断
片が Srcのリン酸化に関与しているか検討した。GPNMB細胞外断片は、Srcの
リン酸化に影響を及ぼさなかった (Fig. 9C) 。 
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Fig. 9 Activation of the PI3K/Akt and MEK/ERK pathways by the extracellular fragment of 
GPNMB was blocked by NKA inhibitors. NSC34 cells were treated with human recombinant 
GPNMB (2.5 μg/ml), and ouabain (10 μM) or sanguinarine (0.3 μM). (A) The level of p-Akt protein 
was examined at 60 min after incubating with the GPNMB (2.5 μg/ml). The level of phosphorylated 
Akt was quantified relative to total Akt. (B) The level of p-ERK protein was examined at 30 min 
after incubating with the GPNMB (2.5 μg/ml). The level of phosphorylated ERK1/2 was quantified 
relative to total ERK. Each column represents the mean ± S.E.M. (n = 3 or 4). *p < 0.05, **p < 0.01 
vs. vehicle group (Tukey’s test). (C) The level of p-Src protein was examined at different time points 
(0 - 60 min) after incubating with the GPNMB (2.5 μg/ml). The level of phosphorylated Src was 
quantified relative to total Src. Statistical comparisons were made using Dunnett’s test (vs. control 
group). Each column and bar represents the mean ± S.E.M. (n = 4). n.s.: not significant.  
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3-8 GPNMB細胞外断片の細胞内シグナル活性化作用に対する 
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA の作用 
GPNMB細胞外断片による PI3K/AktおよびMEK/ERK経路の活性化の促進は、
Na
+
/K
+
-ATPaseを介しているかについてより詳細に検討するために、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA を用いて検討した。マウス運動神経様細胞株 (NSC-34)
およびマウス視細胞株 (661W) の 2種類の細胞株を用いて検討を行った。両細
胞株において、Na+/K+-ATPase α1 siRNAは negative-contorol siRNA と比較して
p-Aktおよび p-ERK 1/2 の基底の発現量には影響を及ぼさなかった。さらに、両
細胞株において GPNMB細胞外断片は、p-Akt および p-ERK 1/2 の発現量を増加
させたが、GPNMB細胞外断片による PI3K/Akt およびMEK/ERK 経路の活性化
の促進は、Na+/K+-ATPase α1の発現抑制により抑制された。以上、GPNMB細胞
外断片による PI3K/Akt およびMEK/ERK 経路の活性化の促進は、Na+/K+-ATPase 
α1を介していることが明らかとなった (Fig. 10)。 
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Fig. 10 Activation of the PI3K/Akt and MEK/ERK pathways by the extracellular fragment of 
GPNMB was blocked by NKA α1 siRNA. (A) NSC34 cells were transfected with mouse NKA α1 
siRNA or negative-control siRNA, and then treated with the human recombinant GPNMB (2.5 
μg/ml). Western blotting analyses of NKA α1, β-actin, phosphorylated-Akt, total-Akt, 
phosphorylated-ERK1/2, and total-ERK1/2. (B) The protein levels of NKA α1 were quantified 
relative to β-actin. (C) The protein levels of phosphorylated-Akt were quantified relative to total-Akt. 
(D) The protein levels of phosphorylated-ERK1/2 were quantified relative to total-ERK1/2. Each 
column represents the mean ± S.E.M. (n= 4). n.s.: not significant. 
##
 p <0.01 vs. negative-control, 
**p <0.01 vs. GPNMB treated group (Student’s t-test). (E) 661W cells were plated at 1.5 × 10
4 
cells/well in 24-well plates and incubated overnight. Negative-control siRNA and NKA α1 siRNA 
transfected for 24 h, and then cells were treated with PBS or human recombinant GPNMB. Western 
blotting analyses of NKA α1, β-actin, phosphorylated-Akt, total-Akt, phosphorylated-ERK1/2, and 
total-ERK1/2. (F) The protein levels of NKA α1 were quantified relative to β-actin. (G) The protein 
levels of phosphorylated-Akt were quantified relative to total-Akt. (H) The protein levels of 
phosphorylated-ERK1/2 were quantified relative to total-ERK1/2. Each column represents the mean 
± S.E.M. (n= 4 or 5). n.s.: not significant. 
##
 p <0.01 vs. negative-control, *p <0.05, **p <0.01 vs. 
GPNMB treated group (Student’s t-test). 
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第 4節 考察 
本章では、GPNMBの神経細胞保護作用の分子機構を解明するために、GPNMB
細胞外断片が結合する細胞膜上に存在する受容体あるいはタンパク質の網羅的
な探索を行った。その結果、GPNMB細胞外断片は、Na+/K+-ATPase αサブユニ
ットと結合した。Na+/K+-ATPaseはほぼすべての哺乳類の細胞膜に存在し、細胞
外に 3Na+を汲み出し、細胞内に 2K+を汲み入れるトランスポーターであり、主
に細胞のイオンバランスを保つ役割を有している (37) 。Na+/K+-ATPase α1 およ
び Na+/K+-ATPase α3 は、悪性黒色腫 (40) 、神経膠芽腫 (グリオブラストーマ) 
(41) 、腎細胞がん (42) 、肺がん (43) 、大腸がん (44) および肝細胞がん (45) な
ど諸種がんにおいて発現が上昇している。一方、ALS のマウスモデルとして繁
用されている SOD1G93Aトランスジェニックマウスでは、Na+/K+-ATPaseの発現
が減少している (46) 。以上の事から、Na+/K+-ATPaseはがんや ALS の病態にお
いて重要な役割を果たしていることが考えられる。GPNMBもまた、前述のよう
にがんや ALS の病態に深く関与していることから (26, 30) 、GPNMBと
Na
+
/K
+
-ATPaseは、これらの疾患において密接に関わっていることが考えられる。 
GPNMB細胞外断片の結合部位の探索では、細胞膜および細胞小器官膜上に存
在するすべての膜上タンパク質をそれぞれ人工リポソームのリン脂質二重層に
再構成させた、人工膜上受容体あるいは人工膜上タンパク質を用いて検討した。
その結果、GPNMB細胞外断片は、Na+/K+-ATPase αサブユニットと結合するこ
とを明らかにすることができた。そこで、GPNMB細胞外断片が人工的に再構成
された Na+/K+-ATPase αサブユニットに特異的に結合するのではなく、生体の細
胞膜上に存在する Na+/K+-ATPase αサブユニットに結合することを証明するた
めに、免疫沈降法や免疫染色法により検討した。マウス由来運動神経様細胞株
(NSC-34) およびマウス由来視細胞株 (661W) の両細胞株において、GPNMB細
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胞外断片は Na+/K+-ATPase αサブユニットと結合することを明らかにした。さら
に、内因性の GPNMB 細胞外断片だけでなく、外因性の GPNMB細胞外断片も
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットと結合することを明らかにした。これより、
GPNMB細胞外断片は、生体においても Na+/K+-ATPase αサブユニットと結合す
ることが示唆された。また、免疫沈降法や免疫染色法などには外因性の GPNMB
細胞外断片としてヒトリコンビナント GPNMBタンパク質 2.5 μg/ml を用いてい
るが、健常者の脳脊髄液中の GPNMB濃度は 1.3 ± 0.47 (mean ± S.E.) ng/ml であ
り、ALS 患者の脳脊髄液中の GPNMB濃度は 2.3 ± 0.95 ng/ml であることや、健
常者の血清中の GPNMB濃度は 27.6 ± 7.1 ng/ml であり、ALS 患者の血清中の
GPNMB濃度は 40.2 ± 9.1 ng/ml であること (26) と比較すると、今回用いたリコ
ンビナント GPNMBタンパク質の濃度はかなり高く、Na+/K+-ATPase αサブユニ
ットと結合し、細胞保護作用を示すには十分量のリコンビナント GPNMBタン
パク質が必要であると考えられる。 
Na
+
/K
+
-ATPaseには様々なリガンドが存在し、リガンドが結合すると
Na
+
/K
+
-ATPaseの活性等が変化することが知られている。例えば、X連鎖性若年
性網膜分離症の発症に関与すレチノスキシンは、Na+/K+-ATPaseに結合すると
Na
+
/K
+
-ATPaseのオリゴマー形成を促進させ、レチノスキシン- 
Na
+
/K
+
-ATPase-SARM1 の複合体形成を促進させる (47) 。あるいは、
Na
+
/K
+
-ATPaseに強心配糖体が結合すると、PI3K/Akt および MEK/ERK経路が活
性化される (48, 49) 。したがって、Na+/K+-ATPaseはトランスポーターの機能の
みならず、リガンドが結合すると受容体のように働き、PI3K/Akt および
MEK/ERK経路が活性化等の生理作用を示す。GPNMB細胞外断片は、PI3K/Akt
およびMEK/ERK 経路の活性化を促進させることから (26) 、Na+/K+-ATPase α
サブユニットは、GPNMB細胞外断片の受容体のように働き、GPNMB細胞外断
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片による PI3K/Akt および MEK/ERK経路の活性化の促進および神経細胞保護作
用に関与することが考えられた。そこで、GPNMB細胞外断片が Na+/K+-ATPase 
αサブユニットを介して PI3K/Akt および MEK/ERK 経路の活性化を促進し、神
経細胞保護作用に関与するかについて、Na+/K+-ATPase阻害薬および
Na
+
/K
+
-ATPase α1 siRNA を用いて検討した。その結果、GPNMB 細胞外断片は、
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介して PI3K/AktおよびMEK/ERK経路の活性化
を促進することにより神経細胞保護作用を示すことが示唆された。一方、
Na
+
/K
+
-ATPaseを介して Srcが活性化されると epidermal growth factor receptor 
(EGFR) が活性化され (50) 、PI3K/Akt および MEK/ERK経路が活性化されるが 
(51-53) 、GPNMB細胞外断片は Srcの活性に対しては影響を及ぼさなかった。
このことから、GPNMB細胞外断片による PI3K/Akt および MEK/ERK経路の活
性化の促進には、Src-EGFR 経路は関与していないことが考えられる。GPNMB
は EGFR と同様に PI3K/Akt およびMEK/ERK 経路を活性化させる経路である
fibroblast growth factor receptor (FGFR)シグナル伝達を介して骨再生を促進させ
る (54-57) 。また、Na+/K+-ATPaseは FGF-2 の分泌に関与しており (58, 59) 、
FGF-2は FGFR に結合すると PI3K/Akt および MEK/ERK経路を活性化させる 
(60) 。このことから、GPNMB細胞外断片による PI3K/Akt および MEK/ERK経
路の活性化の促進には、FGFR シグナル伝達が関与していることが考えられる。 
GPNMB細胞外断片における Na+/K+-ATPase αサブユニットとの結合部位に関
しては不明であるが、GPNMB細胞外断片には細胞接着能を有する RGD配列が
ある (8, 9) 。RGD配列は細胞膜上にあるインテグリンに結合してタンパク質の
細胞接着を促すが、GPNMBは RGD配列を介してインテグリンの他に様々なタ
ンパク質と結合する (8, 9) 。そのため、GPNMB細胞外断片の RGD配列が
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットとの結合に関与している可能性が考えられる。 
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本章では、マウス由来運動神経様細胞株 (NSC-34) やマウス由来視細胞株
(661W) を用いて、GPNMB細胞外断片が Na+/K+-ATPase αサブユニットに結合
することを明らかにし、GPNMB細胞外断片が Na+/K+-ATPase αサブユニットを
介して PI3K/Akt および MEK/ERK経路の活性化を促進し、in vitro ALS モデルに
対し神経細胞保護作用を示すことを明らかにした。これらの結果から、GPNMB
細胞外断片が Na+/K+-ATPase αサブユニットを介して、ALS の病態機序の一部に
関与していることが示唆された。 
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第 2 章 グリオーマの病態における GPNMB の関与 
 
第 1節 緒言 
 脳腫瘍は頭蓋内にできる腫瘍の総称であり、脳や脳周囲の組織から生じた原
発性脳腫瘍と、他の臓器で生じた腫瘍が脳に転移した転移性脳腫瘍に分けられ
る。中枢神経系を含む脳腫瘍の粗罹患率は人口 10万人に対し 3.8人と推定され
ており (2012年 日本での地域がん登録全国推計によるがん罹患データ調べ) 、
乳幼児から高齢者まであらゆる世代にみられるという特徴がある。原発性脳腫
瘍は脳細胞だけでなく、 
硬膜、クモ膜、頭蓋内
の血管や末梢神経な
ど、様々な組織で発生
するため、発生した組
織や良性・悪性などの
観点から、数種類に分
類される (Table 3) 。
原発性脳腫瘍の中で最も多いのが神経膠細胞から発生する神経膠腫 (グリオー
マ) であり、原発性脳腫瘍の 28%を占め、悪性腫瘍に分類される。ついで、脳を
包んでいる髄膜に発生する髄膜腫が 26%、ホルモンの中枢である下垂体に発生
する下垂体腺腫が 17%、聴神経に発生する神経鞘腫が 11%であり、これらは一
部を除き良性腫瘍に分類される。グリオーマはさらに腫瘍化している細胞の種
類および悪性度 (グレード) によって分類される (Table 4) 。グリオーマの 3分
の 1が最も悪性度の高い神経膠芽腫 (グリオブラストーマ) である。 
 
Table 3 原発性脳腫瘍の種類と割合 
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グリオーマが脳に発症すると脳浮腫が生じ、脳の機能に影響が生じる。脳腫
瘍や脳浮腫による症状は、腫瘍によって頭蓋骨内部の圧力が高まるために生じ
る頭蓋内圧亢進症状と、腫瘍が生じた場所の脳が障害されて生じる局所症状に
分けられる。頭蓋内圧亢進症状は頭痛、吐き気、意識障害などである。一方、
局所症状は腫瘍ができた部位によって、運動障害、言語障害、施行障害などが
生じる。 
 がんの原因の多くは、生後の生活環境や生活習慣などの影響により、遺伝子
が傷つくことでがん化すると考えられている。しかし、グリオーマの大部分は
家族歴と関連がないと考えられており、発症と生活環境因子との関連も不明な
ため、グリオーマのはっきりとした原因は不明である。 
グリオーマの治療の原則は、可能な限り外科手術によって腫瘍を摘出するこ
とである。しかし、グリオーマは周りの組織に浸潤し増殖するため、正常な組
織との境界が分かりづらく、全摘出は不可能に近い。そのため、手術だけでは
再発率が高く、放射線療法や化学療法との併用が必須である。しかしながら、
化学療法に対し抵抗性を示す場合も多く、未だ有効な治療法は確立されていな
Table 4 神経膠腫の分類と悪性度 
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いため、新たな治療法の開発が急務である。 
 GPNMBはがんの浸潤や増殖に関与しており、脳腫瘍 (グリオーマ、グリオブ
ラストーマ) で高発現しており、がんの進行に関与している (30) 。また、
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットもグリオーマおよびグリオブラストーマで高発現
しており、がんの進行に関与している (41) 。しかしながら、GPNMBが
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介してグリオーマの病態に関与しているか否か
については、未だ明らかになっていない。 
そこで、本章では、グリオーマの病態における GPNMBの関与を解明するた
めに、第 1章で明らかになった GPNMB細胞外断片の結合部位の一つと考えら
れる Na+/K+-ATPaseに焦点を当てて検討を行った。 
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第 2節 実験材料および方法 
 
2-1 実験材料 
 第 1章 2-1 で使用した実験材料に加え、O.C.T compoundは Sakura Finetechnical 
(Tokyo, Japan) 、DTT は Takara (Kusatsu, Japan) 、haematoxylin および eosin は
Sigma Aldrich、MOUNT-QUICKは Daido Sangyo (Toda, Japan) から購入した。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 細胞培養 
 マウス由来グリオーマ細胞株 (GL261) は、社会医療法人蘇西厚生会松波総合
病院病理診断科部長 齊尾征直博士より恵与されたものを使用した。GL261 細胞
は 10% FBS、100 U/ml penicillin および 100 μg/ml streptomycin を添加した DMEM
を用い 37°C 、5% CO2中にて培養した。また、3または 4日毎に trypsin 置によ
る継代を行った。 
 
2-2-2 実験動物  
 GPNMB過剰発現マウス (BDF1) は徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス
研究部生体栄養学分野 二川健教授から譲与された。本試験で用いたすべてのマ
ウスは、設定温：23°C (許容範囲：20-26°C)、設定湿度：55％ (許容範囲：40-70%)、
明暗各 12時間 (照明：午前 8：00～午後 8：00) に維持された岐阜薬科大学の動
物飼育室にて、プラスチック製ケージ (縦 24.5×横 17.5×高さ 12.5 cm) を用い、
自由給水下に固形飼料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) にて飼育した。実験を
行うに当たっては、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申
請を行い、許可を受けた上で実施した。また、遺伝子組換え動物は、岐阜薬科
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大学生命倫理・バイオセーフティー委員会に遺伝子組換え実験申請を行い、許
可 (承認番号:平 22- 25A ) を得て使用した。 
 
2-2-3 マウスグリオーマモデル作製 
 実験には GPNMB過剰発現マウス (8～12週齢) および野生型マウスを使用し
た。小動物用麻酔器 (Soft Lander; Sin-ei industry, Kamio, Japan) を用い、笑気ガス
70%、酸素ガス 30%下において麻酔導入時には 3%イソフルランを、麻酔維持に
は 1%のイソフルランを使用した。麻酔下でマウスの頭部の bregmaから前方に 1 
mm、左側方に 2 mm、深さ 3 mm の位置に Hamilton microliter syringe (Hamilton, 
Reno, NV, USA) を用いて GL261 細胞 2×104 個を移植した (61) 。移植 14日後
に、マウスを pentobarbital麻酔し、4% paraformaldehyde (PFA) 含有 0.2M phosphate 
buffer (PB; pH 7.4)を左心室内に注入して還流固定した。15分後に脳を取り出し、
同液に一晩放置した。 
 
2-2-4 脳組織切片作製 
本章 2-2-3の方法で作製し、取り出したマウス脳神経膠腫 (グリオーマ) モデ
ルの脳を paraffin 置換後、paraffinで包埋し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, Japan)
を用いて 5 μm の切片を作製し、スライドガラス (Matsunami, Kishiwada, Japan)
にのせ 40°C にて一晩乾燥し、室温にて保存した。腫瘍の評価は、haematoxylin・
eosin (HE) 染色により行った。Xyleneに paraffin切片を浸して洗浄した。続いて、
段階的に ethanol 濃度を下げた溶液に切片を浸し、蒸留水に浸透した後に、
haematoxylin 液に 5 分間、eosin 液に 5 分間浸して、段階的に ethanol で脱水し、
xyleneで透徹し、MOUNT-QUICKを用いて封入した。All-in-One Fluorescence 
Microscope (BZ-X710; Keyence, Osaka, Japan)で画像を撮影し、腫瘍サイズを測定
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した。 
 
2-2-4 免疫沈降法 
 本試験は Classic IP Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて行った。マウスグリオ
ーマモデルを本章 2-2-3の方法で作製後、断首し、腫瘍形成部分をサンプリング
し、液体窒素で凍結し-80°C のディープフリーザーにて保存した。サンプリング
した脳組織を氷冷下、lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, containing 150 mM NaCl, 
50 mM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitor, phosphatase inhibitor 2 および
phosphatase inhibitor 3) に浸漬し、組織が融解したことを確認後ホモジネートし
た。15,000×g で 10 分間サンプルを遠心し、上清を新しい微小遠心管に回収し、
これをタンパク質抽出液とした。BCA 法によりタンパク質濃度を均一にしたタ
ンパク質抽出液に対し、mouse anti- Na+/K+-ATPase (NKA) α1 antibody, mouse 
anti-NKA α3 antibody, rabbit anti-V5 antibodyおよび normal mouse IgGを 2 μg添加
し、IP Lysis / Wash buffer で全溶液量を 300 μl に調整した後、4°C で一晩反応さ
せた。Protein A/G Plus Agarose 20 μl を Spin Column に移し、1000×g、4°C で 1
分間遠心分離し、氷冷 IP Lysis / Wash buffer で 2回洗浄した。この spin column
に抗体・タンパク質抽出液を加え、4°Cで 1時間転倒混和した。その後、spin column
を 1000×g、4°Cで 1分間遠心分離し、氷冷 IP Lysis / Wash bufferで 4回洗浄した。
Spin column に sample buffer (20 mM DTT) 50 μl を添加し、100°C、5分間煮沸し
抽出したサンプルは、電気泳動まで-80°C のディープフリーザーにて保存した。 
 
2-2-5 ウエスタンブロッティング解析 
調整したサンプルを、5-20%の Polyacrylamide gel (SuperSepTM)を用いて、各 well
あたり 10 μl のサンプルを添加した。サンプルを添加後、40 mA で 75分間泳動
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した。電気泳動後、ゲルを cathode buffer (25 mM Tris, 40 mM 6-amino hexanoic acid, 
20% methanol) に 10分間浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M Tris, 20% 
methanol) に浸したろ紙、anode buffer 2 (25 mM Tris, 20% methanol) に浸したろ紙、
methanolに 30秒間浸し、milliQに 15分間浸した PVDF膜 (Immobilom; Millipore), 
ゲル、cathode buffer に浸したろ紙の順に重ね、0.8 mA/cm2の条件で 45分間転写
した。転写後、PVDF 膜を Bloking One-P によってブロッキングした後、Can Get 
Signal 1 で希釈した goat-anti GPNMB polyclonal antibody  (1: 1000), mouse anti- 
Na
+
/K
+
-ATPase α1 antibody  (1: 500), または mouse anti-Na+/K+-ATPase α3 
antibody (1: 500)と 4°C で一晩反応させた。その後、PVDF膜を TBS-T (0.05% 
Tween 含有 tris buffered saline) で洗浄後、Can Get Signal 2 で希釈した
HRP-conjugated anti-goat antibody (1:2000)または HRP-conjugated anti-mouse 
antibody (1:2000)と 1時間室温にて反応させた。ImmunoStar LD に浸し 20秒間振
盪した後、Luminescent image analyzer LAS-4000 UV mini 撮影した。 
 
2-2-6 ヒト脳組織標本 
本試験はヘルシンキ宣言を遵守、岐阜大学医学部の倫理審査委員会から認可
を受けた (承認番号：28-14) 患者に本試験の目的を説明し、同意 (インフォーム
ドコンセント) を得た。患者自身が同意することができない場合は家族または親
族からの同意を得た。本研究では、ヒトのグリオブラストーマ組織における
GPNMBと Na+/K+-ATPaseの関与について検討するために、グリオブラストーマ
患者から治療目的で摘出された組織を用いて、免疫沈降法に用いた。組織サン
プルは 50代から 70代の男女合わせて 5名の患者から摘出された。 
 
2-2-7 凍結脳組織切片作製 
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 本章 2-2-3の方法で作製し、取り出したマウスグリオーマモデルの脳を 25% 
sucrose含有 0.2 M PB (pH7.4) 液に 4°C で 24時間静置した。その後、O.C.T. 
compound にて包埋し、速やかに液体窒素で凍結し、薄切するまで-80°C で保存
した。薄切はクリオスタット(CM1520; Leica, Tokyo, Japan)を用いて-20°C 下で厚
さ 10 μmの切片を作製し、MASコーティングされたスライドグラス (Matsunami) 
に貼付し、-80°C で保存した。 
 
2-2-8 免疫染色法 
 凍結切片を-80°C から取り出し、-20°C で 1時間放置した後、室温で 2時間乾
燥させ、PBS に浸して O.C.T.compound を洗浄した。その後、M.O.M 
immunodetection kitまたは 2% bovine serum albumin (BSA) により 1時間ブロッキ
ングした。ブロッキング後、PBS にて希釈した一次抗体を 4°C で一晩反応させ
た。その後、PBS にて希釈した二次抗体を室温で 1時間反応させた。免疫染色
後、Hoechst33342 を室温で 15分反応させ、fluoromountnite封入した。一次抗体
には、goat-anti GPNMB polyclonal antibody (1: 500), mouse anti- Na+/K+-ATPase α1 
antibody (1:200), または mouse anti-Na+/K+-ATPase α3 antibody (1: 200)を用いた。
二次抗体は Alexa 488-conjugate rabbit anti-goat IgG および Alexa 546-conjugate 
rabbit anti-mouse IgG を用いた。また、ネガティブコントロールには、一次抗体
を除いたコントロールを用意し、一次抗体の特異性について検討を行った。切
片は All-in-One Fluorescence Microscope (BZ-X710; Keyence) 下で観察した。 
 
2-2-9 増殖試験 
マウスグリオーマ細胞 GL261 を 96 well プレートに 3000 細胞/well で播種し、
24時間、37°C、5% CO2の下で培養した後、1% FBS 含有 DMEM への培地交換
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を行い、24時間、37°C、5% CO2の下で培養した。リコンビナント GPNMBタン
パク質を最終濃度が 0.25 μg/ml および 2.5 μg/ml になるように添加し、24時間培
養した。その後、CCK-8を各 well に添加し、3時間後に同条件で培養した。CCK-8
はテトラゾリウム塩[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitorophenyl)-2H tetrazolium 
monosodium salt:WST-8]を含有している。WST-8 (無色) は電子メディエーターで
ある 1-methoxy-5-methylphemazium methyl sulfate (1-methoxy PMS) の存在下で生
細胞内の脱水素酵素により還元され、水溶性のホルマザン (橙色) を生成する。
このホルマザンは 460 nm 付近に極大吸収を持つため、吸光度 450 nm (参照波長
650 nm) を測定することにより、細胞増殖を測定した (62) 。 
 
2-2-10遊走試験 
12 wellプレートへ 0.03%コラーゲンをコートし、マウスグリオーマ細胞GL261
を 10×104 細胞/well で播種し、24時間、37°C、5% CO2の下で培養した後、1% FBS
含有 DMEMへの培地交換を行い、6時間、37°C、5% CO2の下で培養した。その
後、1000 μl 用チップを用いて well の中央線上に存在する細胞を剥離し、PBS に
て洗浄し、培地交換を行った。その直後に CMOS カメラ (ORCA-Flash4.0; 
HAMAMATSU Photonics, Hamamatsu, Japan) を用いて各 well 3 カ所 (3.6 mm2/ 1
ヶ所) 撮影した（遊走前）。リコンビナント GPNMBタンパク質 (最終濃度 0.25 
μg/ml および 2.5 μg/ml) を添加し、24時間、37°C、5% CO2の下で培養した。遊
走後、各 well を同様に撮影した。遊走前と比較し、遊走後に剥離した場所に移
動した細胞数を計測し、各 well 、3か所の平均を算出した。 
 
2-2-11 統計学的解析 
 実験成績は平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は JSTAT for windows 
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(Vector, Tokyo, Japan) を用いて Dunnett’s test、二元配置分散分析 (two-way 
repeated measures analysis of variance) または Student’s t-test により行った。危険
率 5%未満を有意差有りとした。 
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第 3節 実験成績 
 
3-1 GPNMB過剰発現マウスを用いたマウスグリオーマモデルの作製および 
腫瘍面積の評価 
GPNMBがグリオーマの成長に関与するか否かを検討するために、GPNMB過
剰発現マウスおよび野生型マウスを用いて、本章 2-2-3の方法に準じてマウスグ
リオーマモデルを作製し、腫瘍の面積を評価した。Sham 群および PBS 投与群で
は腫瘍の形成が認められなかった (Fig.11 A, B, C) 。一方、グリオーマ細胞を移
植した GPNMB過剰発現マウスでは、野生型マウスと比較して有意 (P< 0.05) に
腫瘍面積が増大した (Fig. 11D, E) 。 
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Fig. 11 Glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B (GPNMB) overexpression promoted 
glioma growth in mice.  
(A) The sham group was only injected needle of micro syringe. (B and C) Transgenic mice 
overexpressing GPNMB (Tg) mice and wiled-type (WT) mice were injected 5 μl of PBS. (D and E) 
Tg mice and WT mice were injected with the mouse glioma GL261 cells (2 × 10
4 
cells in 5 μl of 
PBS). Scale bar = 1 mm. (F) The bar graphs represent the WT and Tg meadian tumor size 2 weeks 
after GL261 cells injection. Each column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 6 or 7). *p < 
0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). 
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3-2 マウスグリオーマモデルにおける GPNMBと Na+/K+-ATPaseの関与 
 グリオーマの病態における GPNMBと Na+/K+-ATPaseの関与を明らかにする
ために、GPNMB過剰発現マウスグリオーマモデルから摘出した腫瘍組織におい
て、GPNMBと Na+/K+-ATPaseの結合や局在について免疫沈降法および免疫染色
法を用いて検討した。摘出した腫瘍組織から調製したライセートに対して、抗
Na
+
/K
+
-ATPase α1 抗体または抗 Na+/K+-ATPase α3 抗体を用いて免疫沈降反応を
行い、電気泳動後に抗 GPNMB抗体で検出した。GPNMBは、野生型マウスおよ
び GPNMB過剰発現マウスの何れの腫瘍組織においても、Na+/K+-ATPase α1 お
よび Na+/K+-ATPase α3 と結合していた (Fig.12A, D) 。また、免疫染色の結果、
GPNMB過剰発現マウスの腫瘍の面積は、野生型マウスに比べて大きいが、何れ
においても GPNMB と Na+/K+-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3 と共局在が認
められた (Fig 12B, E) 。さらに、GPNMB過剰発現マウスは、V5-His-tagged rat 
GPNMBを過剰発現しているため、摘出した脳組織から調製したライセートに対
して抗 V5抗体で免疫沈降反応を行い、電気泳動後、抗 Na+/K+-ATPase α1抗体あ
るいは抗 Na+/K+-ATPase α3抗体を用いて、V5-His-tagged rat GPNMB と
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットとの結合について検討を行った。GPNMB過剰発
現マウスの腫瘍組織においてのみ、V5-His-tagged rat GPNMBと Na+/K+-ATPase
の結合が認められた (Fig 12C, F) 。 
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Fig. 12 GPNMB interacted with Na
+
/K
+
-ATPase α subunits in a murine brain glioma model.  
(A, D) Immunoprecipitation of GPNMB and Na
+
/K
+
-ATPase α1 (NKA α1) or Na
+
/K
+
-ATPase α3 
(NKA α3) proteins in Tg mice and WT mice injected with murine glioma cells into the brain. (B, E) 
Co-immunostaining of GPNMB and Na
+
/K
+
-ATPase α subunits proteins in Tg mice and WT mice 
injected with the murine glioma cells into the brain. Scale bar = 50 μm. (C, F) Immunoprecipitation 
of V5-tagged GPNMB and Na
+
/K
+
-ATPase α subunits proteins in Tg mice and WT mice injected the 
murine glioma cells into the brain. 
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3-3 GPNMB過剰発現マウスグリオーマモデルの腫瘍に対する Na+/K+-ATPase
阻害薬の作用 
GPNMB過剰発現マウスは、野生型マウスと比べて腫瘍面積が増大することを
明らかにした。そこで、GPNMB過剰発現マウスのグリオーマの機序における
Na
+
/K
+
-ATPaseの関与を明らかにするために、Na+/K+-ATPase阻害薬の ouabain
を用いて検討を行った。GPNMB過剰発現マウスおよび野生型マウスのグリオー
マモデルに対し、腫瘍細胞移植 1日後および 7日後に ouabain（3.6 μg /5 μl）を
移植部位と同じ部位に投与した。GPNMB過剰発現マウスグリオーマモデルでは、
ouabain の投与により、腫瘍の面積が有意（p < 0.05）に減少した。一方、野生型
マウス神経膠腫グリオーマモデルにおいては、ouabain の投与により腫瘍面積の
変化が認められなかった(Fig. 13A, B, C)。 
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Fig. 13 Ouabain, a Na
+
/K
+
-ATPase inhibitor, inhibited the glioma growth. 
(A, B, C) Tg mice and WT mice were injected the mouse glioma GL261 cells (2 × 10
4 
cells in 5 μl 
of PBS). Mice were treated with PBS or ouabain 1 and 7 days after the injection. Bar graphs 
representing the WT and Tg median tumor size 2 weeks after the injection are shown.  Each 
column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 3 to 7). *p < 0.05 vs.PBS treated group (Student’s 
t-test). Scale bar = 1 mm. 
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3-4 グリオーマ細胞の増殖および遊走に対する GPNMB細胞外断片 
および Na+/K+-ATPase の作用 
マウス由来グリオーマ細胞株 (GL261) を用いて、GPNMB細胞外断片および
Na
+
/K
+
-ATPase阻害薬が GL261 細胞の増殖・遊走に及ぼす影響について検討し
た。GPNMB細胞外断片はGL261細胞の増殖に対して影響を及ぼさなかった (Fig. 
14A) 。一方、GL261 細胞の遊走に対しては、GPNMB細胞外断片は濃度依存的
に有意 (p <0.05または 0.01) に促進させた (Fig. 14B) 。さらに、GPNMBによ
る細胞遊走促進作用は、Na+/K+-ATPase阻害薬 ouabain により有意 (p <0.01) に
抑制された (Fig. 14C) 。 
 
 
55 
 
 
 
Fig. 14 The effect of GPNMB extracellular fragment and ouabain against GL261 cells 
proliferation and migration. 
(A) The proliferation abilities of GL261 cells treated with GPNMB (0.25 and 2.5 μg/ml). Each 
column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 6). n.s.: not significant (Dunnett’s t-test). (B) The 
migration abilities of glioma GL261 cells treated with GPNMB (0.25 and 2.5 μg/ml). Each column 
and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01vs.PBS treated group (Student’s 
t-test). (C) The migration abilities of GL261 cells treated with GPNMB (2.5μg/ml) and ouabain (10 
μM). Each column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 3). **p < 0.01 vs. vehicle group 
(Student’s t-test).  
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3-5 グリオブラストーマ患者における GPNMBの Na+/K+-ATPaseへの結合 
 ヒト脳グリオブラストーマ組織における GPNMBと Na+/K+-ATPaseの関与に
ついて免疫沈降法により検討した。5名のグリオブラストーマ患者から摘出した
腫瘍組織から調製したライセートに対して、抗 Na+/K+-ATPase α1 抗体または抗
Na
+
/K
+
-ATPase α3 抗体を用いて免疫沈降反応を行い、電気泳動後に抗 GPNMB
抗体で検出した。5名のグリオブラストーマ患者から摘出した腫瘍組織すべてに
おいて、GPNMBはNa+/K+-ATPase α1およびNa+/K+-ATPase α3と結合していた。
Fig. 15 では 5名の患者のうち 3名の患者の結果を示した (Fig.15A, B, C) 。他の
2名の患者においても同様の結果であった。 
 
Fig. 15 GPNMB interacted with Na
+
/K
+
-ATPase α subunits in tumor tissues of the brain 
glioblastoma patients.  
The tumor tissues were surgically removed from brain glioblastoma patients and 
immunopresipitation to test whether GPNMB interactes with Na
+
/K
+
-ATPase α subunits. In the 
tumor tissues of the brain glioblastoma patients, GPNMB bound to both Na
+
/K
+
-ATPase α1 and α3 
in all patients. Data from 3 patients are shown in A, B, and C. 
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第 4節 考察 
 本章では、グリオーマの病態における GPNMBの関与を解明するために、第 1
章で明らかになった GPNMB細胞外断片の結合タンパク質の一つと考えられる
Na
+
/K
+
-ATPaseに焦点を当てて検討を行った。 
GPNMB過剰発現マウスおよび野生型マウスを用いて、マウスグリオーマモデ
ルを作製し、腫瘍の面積を評価したところ、GPNMB過剰発現マウスは、野生型
マウスと比べて腫瘍面積が増大していた。GPNMBは、乳がんや胃がんなどの組
織において高発現しており、腫瘍形成の増大や浸潤、腫瘍細胞の遊走に関与し
ていることから (18, 63)、予後不良の指標の一つとして考えられている (64) 。
さらに、グリオーマ細胞やグリオブラストーマ患者で GPNMBの mRNAやタン
パク質が発現上昇している (30) 。以上、GPNMB過剰発現マウスにおける腫瘍
面積の増大並びにがん組織における GPNMB の高発現の成績から、GPNMBの過
剰発現はグリオーマの形成を促進させる可能性が考えられる。 
グリオーマにおける GPNMBの分子機構については不明であるため、第 1章
の結果より、グリオーマにおける GPNMB と Na+/K+-ATPaseの関与について検
討した。GPNMBは Na+/K+-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3 を介して、
PI3K/Akt 経路および MEK/ERK 経路を活性化させることを明らかにした (65)。
がんの病態において PI3K/Akt 経路および MEK/ERK経路は、重要なシグナル伝
達経路である (66-68) 。Na+/K+-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3 は、悪性黒
色腫 、腎細胞がん、肺がん、大腸がんなどのがん組織で発現上昇している (40, 
42-44) 。さらに、グリオブラストーマ患者において Na+/K+-ATPase αサブユニッ
トの発現が上昇しており (69) 、グリオブラストーマの新規治療標的の一つと考
えられている (41) 。以上、グリオーマにおいて GPNMBと Na+/K+-ATPaseは深
く関与している可能性が考えられることから、マウスグリオーマモデルの腫瘍
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組織を用いて免疫沈降法および免疫染色法を行った。その結果、GPNMBは
Na
+
/K
+
-ATPase α1およびNa+/K+-ATPase α3と結合していることを明らかにした。 
続いて、GPNMB過剰発現マウスのグリオーマ病態における Na+/K+-ATPase
の関与をさらに明らかにするために、Na+/K+-ATPase阻害薬の ouabain を用いて
検討を行った。Ouabain の腫瘍部位への投与は、GPNMB過剰発現マウスの腫瘍
面積の増大を抑制した。Na+/K+-ATPase阻害薬は、腫瘍細胞のアポトーシスを誘
導することにより抗腫瘍作用を示す (70, 71) 。Ouabain による GPNMB過剰発現
マウスの腫瘍面積増大の抑制が、グリオーマ細胞の細胞死を誘導したことに起
因するならば、野生型マウスにおいても腫瘍面積の減少が認められることにな
る。しかしながら、ouabain は、野生型マウスの腫瘍形成に影響を及ぼさなかっ
た。すなわち、ouanbain は、グリオーマ細胞の細胞死を誘導していないことが考
えられる。したがって、ouanbain による GPNMB過剰発現マウスの腫瘍面積の
増大の抑制は、移植したグリオーマ細胞の細胞死を誘導したためではなく、
Na
+
/K
+
-ATPaseの機能を阻害したことにより、GPNMBの Na+/K+-ATPaseを介し
た腫瘍の増大作用が阻害されたためであると考えられる。以上、GPNMB過剰発
現マウスの結果から、GPNMBは、Na+/K+-ATPaseを介して腫瘍を増大させてい
ることが示唆された。 
続いて、GPNMB過剰発現マウスにおける腫瘍面積の増大の機序を明らかにす
るために、GL261細胞の増殖や遊走におけるGPNMBの関与について検討した。
GPNMBは GL261 細胞の増殖に対して影響を及ぼさなかったが、GL261 細胞の
遊走を促進させた。そのため、GPNMB過剰発現マウスにおける腫瘍面積の増大
は、GPNMBが移植されたグリオーマ細胞の遊走を促進したことによることが示
唆された。さらに、GPNMBの遊走促進作用における Na+/K+-ATPaseの関与を検
討するために、ouabain を用いて検討した。GPNMBのグリオーマ細胞遊走促進
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作用は、ouabain により抑制された。細胞遊走試験で用いた ouabain の濃度は、in 
vivo試験と同等になるよう算出しており、用いた ouabain の濃度では GL261 細胞
の細胞死を誘導しないことを確認した。以上の事から、ouabain による GPNMB
のグリオーマ細胞の遊走の阻害作用は、GPNMBによる Na+/K+-ATPaseを介した
細胞遊走が阻害されたことに起因することが示唆された。すなわち、GPNMBは
Na
+
/K
+
-ATPaseを介してグリオーマ細胞の遊走を促進させることにより、腫瘍を
増大させることが示唆された。 
さらに、ヒト脳腫瘍患者の腫瘍組織における GPNMBの関与を Na+/K+-ATPase
の観点から検討するために、グリオーマの中で最も悪性度の高いグリオブラス
トーマ組織を用いて免疫沈降反応を行った。GPNMBはヒトのグリオブラストー
マ組織において、Na+/K+-ATPase α1および Na+/K+-ATPase α3 と結合しているこ
とが認められた。このことは、ヒトグリオブラストーマにおいても、第 1章に
おける in vitro 並びにマウスグリオーマの組織成績と同様に、GPNMBは、
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介してグリオブラストーマの病態に関与してい
ることを示唆している。 
GPNMBは、マウスグリオーマ組織やヒトグリオブラストーマ組織において、
Na
+
/K
+
-ATPase α1 および Na+/K+-ATPase α3と結合していることが明らかになっ
た。また、GPNMB過剰発現マウスにおいて腫瘍面積が増大しており、
Na
+
/K
+
-ATPase阻害薬が腫瘍面積の増大を抑制すること並びに GPNMBが
Na
+
/K
+
-ATPaseを介してグリオーマ細胞遊走を促進することを明らかにした。以
上より、GPNMBは Na+/K+-ATPaseを介してグリオーマの病態機序の一部に関与
していることが示唆された。 
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総括および結論 
GPNMBは、神経変性疾患の一つである ALS および乳がんなどのがん病態に
おいて重要な働きをしているが、神経細胞やグリオーマ細胞における GPNMB
の分子機構については不明である。そこで、本研究では、GPNMBの神経細胞保
護作用における分子機構を明らかにすることを目的に、GPNMB細胞外断片の結
合部位タンパク質の探索を行い、さらに、グリオーマ病態における GPNMBの
分子機構の解明も試みた。 
 
 第 1章では、GPNMB細胞外断片の結合タンパク質の探索を行い、マウス由来
運動神経様細胞株 (NSC-34) やマウス由来視細胞株 (661W) において、同定さ
れたタンパク質との結合および共局在について検討した。さらに、同定された
タンパク質を介して、GPNMB細胞外断片が PI3K/Akt および MEK/ERK 経路を
介して神経細胞保護作用を示すかについても検討した。 
1) GPNMB細胞外断片の新規結合部位タンパク質は、Na+/K+-ATPase αサブユ
ニットであった。 
2)  GPNMB細胞外断片はマウス由来運動神経様細胞株 (NSC-34) やマウス由
来視細胞株 (661W) において Na+/K+-ATPase α1および Na+/K+-ATPase α3と
結合し、共局在していた。 
3)  GPNMB細胞外断片は、NSC-34細胞を用いた in vitro ALS モデルに対して、 
 Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介して神経細胞保護作用を示した。 
4)  GPNMB細胞外断片は、NSC-34細胞および 661W 細胞において、 
 Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介して PI3K/Akt および MEK/ERK経路を 
活性化した。 
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第 2章では、脳腫瘍グリオーマの病態における GPNMBの関与を解明するた
めに、第 1章で明らかになった GPNMB細胞外断片の結合部位の一つと考えら
れる Na+/K+-ATPaseに焦点を当てて検討を行った。GPNMB過剰発現マウスにお
ける腫瘍面積について検討し、さらに、マウスグリオーマモデルおよびヒトグ
リオブラストーマ患者から摘出した腫瘍組織において、GPNMBと
Na
+
/K
+
-ATPaseとの結合性を明らかにするために、免疫沈降法および免疫染色法
を行った。また、GPNMB過剰発現マウスの腫瘍面積の増大における
Na
+
/K
+
-ATPase の関与の検討を行った。さらに、グリオーマ細胞の増殖・遊走に
対する GPNMBの作用並びに Na+/K+-ATPase の関与について検討した。 
1) GPNMB過剰発現マウスは、野生型マウスと比べてグリオーマの面積が増大 
した。 
2) マウスグリオーマモデルの腫瘍組織において、GPNMBは Na+/K+-ATPase α1
および Na+/K+-ATPase α3と結合し、共局在していた。 
3) GPNMB過剰発現マウスにおける腫瘍面積の増大は、Na+/K+-ATPase阻害薬
ouabain によって縮小した。 
4) GPNMB はグリオーマ細胞の遊走を促進し、Na+/K+-ATPase阻害薬 ouabain
は、その遊走促進作用を抑制した。 
5) ヒトグリオブラストーマの腫瘍組織において、GPNMBは Na+/K+-ATPase α1
および Na+/K+-ATPase α3と結合した。 
 
本研究において、Na+/K+-ATPase αサブユニットは GPNMB細胞外断片の新規
結合タンパク質の一つであることを明らかにし、GPNMB細胞外断片は
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介して PI3K/AktおよびMEK/ERK経路を活性化
することにより、神経細胞保護作用を示すことを明らかにした。これにより、
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GPNMBの神経細胞保護作用における分子機構の一端を解明することができた。
また、GPNMBはマウスグリオーマモデルの腫瘍面積を増大させ、腫瘍組織にお
いて Na+/K+-ATPase α サブユニットと結合していた。さらに、GPNMB過剰発現
マウスの腫瘍面積の増大は、Na+/K+-ATPase 阻害薬 ouabain によって抑制された
こと並びに GPNMBによるグリオーマ細胞の遊走促進作用が Na+/K+-ATPase阻
害薬 ouabainによって抑制されことより、グリオーマの病態においてGPNMBは、
Na
+
/K
+
-ATPase αサブユニットを介してがんの進展に関与していることを明らか
にした。 
以上、GPNMBは、Na+/K+-ATPase αサブユニットを介して ALS やがんの病態
において重要な役割を果たしていることが考えられる。これらの知見は、ALS
やグリオーマの病態解明並びにそれら疾患に対する新規治療薬の開発につなが
ることが期待できる。 
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略語一覧表 
ABC : Avidin Biotinylated Enzyme complex 
ADAM10 : a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10  
ALS : amyotrophic lateral sclerosis 
DC-HIL : dendritic cell-heparin integrin ligand 
DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR  : epidermal growth factor receptor 
ERK  : extracellular signal-regulated kinase  
FBS : fetal bovine serum 
FGFR : fibroblast growth factor receptor  
GPNMB  : glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B  
HE : Haematoxylin・Eosin 
HRP : horseradish peroxidase 
LC-FT : liquid chromatography-transform 
MALDI-TOF : matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight 
MEK  : mitogen-activated protein kinase /ERK kinase 
MMP-3 : matrix metalloproteinase-3 
MPL : Membrane Protein Library 
MS : mass spectrometry 
NGF : nerve growth factor  
PB : phosphate buffered  
PBS : phosphate buffered saline 
PFA : paraformaldehyde 
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PI : Propidium Iodide 
PI3K : phosphoinositide-3-kinase  
PVDF : polyvinylidene difluoride membrane 
S4F : N-hydroxysuccinimide-activated sepharose 4 fast flow 
SOD1 : Cu/Zn superoxide dismutase 
TBS : tris buffered saline 
VDAC1 : voltage-dependent anion channel 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
